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RESUMO 
A incidência de hipertensão arterial aumenta de forma significante em mulheres 
após a menopausa, um fenômeno que parece estar associado à redução dos níveis 
de estrogênio. A drospirenona (DRSP) é uma progestina com propriedades anti-
androgênica e anti-mineralocorticóide. No entanto, os seus efeitos sobre a 
vasodilatação coronária dependente do endotélio não foram avaliadas. Dessa forma, 
este estudo investigou os efeitos da terapia combinada com 17β-estradiol (E2) e 
DRSP sobre a vasodilatação endotélio-dependente do leito coronariano de ratas 
espontaneamente hipertensas ovariectomizadas. Os animais foram divididos 
aleatoriamente em quatro grupos: Sham operado (Sham), ovariectomizadas (OVX), 
ovariectomizadas tratadas com E2 (E2) e ovariectomizadas tratadas com E2 e 
DRSP (E2+DRSP), ambos tratados por 6 semanas. Os parâmetros hemodinâmicos 
foram avaliados diretamente por cateterização da artéria femoral. Já a vasodilatação 
dependente do endotélio, em resposta à bradicinina no leito arterial coronariano, foi 
avaliada usando corações isolados de acordo com o método de Langendorff 
modificado. O conteúdo proteico da enzima óxido nítrico sintase endotelial e do 
receptor de estrogênio alfa (ER-α) das coronárias foram avaliadas por Western 
blotting. Realizou-se a análise histológica das artérias coronárias e avaliou-se o 
estresse oxidativo in situ por quantificação de superóxido pelo método de 
dihidroetídio fluorescência. Nossos resultados demonstraram que a ovariectomia 
aumentou a pressão arterial sistólica, sendo prevenido pelo tratamento com DRSP. 
Ambos os tratamentos preveniram a disfunção endotelial causada pela ovariectomia. 
A resposta vasodilatadora no grupo DRSP foi significativamente superior para as 
três concentrações mais elevadas em comparação com o grupo OVX. A expressão 
de ER-α diminuiu em ratos OVX, efeito que foi restaurado pelas terapias hormonais. 
Os parâmetros morfométricos e o estresse oxidativo foram aumentados após a OVX 
e prevenidos em ambos os tratamentos E2 e DRSP. A DRSP não prejudicou as 
ações vasculares benéficas atribuídas ao estrogênio, como observado com outras 
progestinas utilizadas em grandes triagens clínicas. Assim a associação de DRSP 
na terapia hormonal com E2 mostra-se como uma opção terapêutica interessante, 
especialmente nos quadros de hipertensão pós-menopausal, pois parece atuar na 
prevenção de doenças coronárias. 
ABSTRACT 
Drospirenone (DRSP) is a progestin with antihypertensive properties. However, its 
effects on endothelium-dependent coronary vasodilation have not been evaluated. 
This study investigated the effects of combined therapy with E2 and DRSP on the 
endothelium-dependent vasodilation of the coronary bed of ovariectomized 
spontaneously hypertensive rats. Animals were randomly divided into Sham operated 
(Sham), ovariectomized (OVX), ovariectomized treated with E2 (E2) and 
ovariectomized treated with E2 and DRSP (DRSP) groups. Hemodynamic 
parameters were evaluated directly by cannulation of the femoral artery. 
Endothelium-dependent vasodilation in response to bradykinin in the coronary 
arterial bed was assessed using isolated hearts according to modified Langendorff 
method. Coronary protein expression of endothelial nitric oxide synthase and 
estrogen receptor alpha (ER-α) were assessed by Western blotting. Histological 
slices of coronary arteries were stained with hematoxylin and eosin, and 
morphometric parameters were analyzed. Oxidative stress was assessed in situ by 
dihydroethidium fluorescence. Ovariectomy enhanced systolic blood pressure, which 
was prevented only by the DRSP treatment. OVX causes endothelial dysfunction, an 
effect prevented by both treatments; however, the vasodilator response in the DRSP 
group was significantly higher at the three highest concentrations compared to the 
OVX group. ER-α expression decreased in OVX rats restored by the treatments. 
Morphometric parameters and oxidative stress were augmented by OVX and 
reduced by both the E2 and DRSP treatments. Hormonal therapy with E2 and DRSP 
may be an important therapeutic option in the prevention of coronary heart disease in 
the hypertensive post-menopausal women. 
Keywords: Menopause; Hypertension; Hormone therapy; Drospirenone; Coronary 
reactivity. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1  Aspectos Epidemiológicos da Doença Cardiovascular Relacionada à 
Menopausa 
 
A doença cardiovascular (CVD) apresenta-se como importante problema de saúde 
na maioria dos países industrializados, com uma prevalência, nos Estados Unidos, 
de 42,7 milhões de casos e mortalidade de 459.000 (AMERICAN HEART 
ASSOCIATION, 2008). No Brasil, em 2006, 69.493 pessoas morreram acometidas 
por infarto do miocárdio e desse total 40.8% eram mulheres (DATASUS). 
Dentre as CVDs, destaca-se a hipertensão arterial por sua alta prevalência, em 
especial na população feminina, em que apresenta taxa superior a 25% 
(KEARNEY et al., 2005). Nos Estados Unidos, 75% das mulheres pós-
menopausadas são hipertensas (ONG et al., 2007). Os dados são alarmantes, uma 
vez que, a elevação dos níveis pressóricos em mulheres está relacionada ao 
aumento do risco cardiovascular (VASAN et al., 2001).  
A hipertensão arterial, bem como outras doenças cardiovasculares, são menos 
comuns em mulheres na pré-menopausa que em homens na mesma faixa etária. 
Os riscos de desenvolvimento de CVDs, durante a pós-menopausa se agravam 
com o avançar da idade, demonstrando o efeito protetor do estrogênio sobre o 
sistema cardiovascular (BARRET-CONNOR, 1991; BARRET-CONNOR, 2013;  
WENGER et al., 1993; EWER e GLÜCK, 2009; DUBEY et al., 2004; ORSHAL, 
2004; FRANKLIN et al., 1997; ROSAMOND et al., 2007).   
Compreender os mecanismos da hipertensão arterial na pós-menopausa e sua 
relação com a terapia hormonal menopausal (MHT) é fundamental, uma vez que 
as estimativas atuais prevêem que, até o ano de 2050, um bilhão de mulheres em 
todo o mundo estará na menopausa (MEYER et al., 2008), necessitando de 
intervenção preventiva ou terapêutica para limitar a doença arterial coronariana e 
seus riscos associados (GURNEY et al., 2014; CLARKSON et al., 2013). 
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1.2   Hipertensão Arterial na Menopausa 
 
A hipertensão arterial é uma doença multifatorial que envolve aspectos etiológicos 
e mecanismos fisiopatológicos, dentre os quais estão: os neurais, cardíacos, 
hormonais, vasculares, moleculares e genéticos. Esta doença pode ou não estar 
acompanhada de lesões em seus órgãos-alvos, como vasos, coração, retina e rins 
(ASHRAF & VONGPATANASIN, 2006). 
O entendimento do papel dos estrógenos endógenos na patogênese da 
hipertensão constitue grande desafio, já que os efeitos das alterações hormonais 
ocorridas após a menopausa se confundem pela presença de outros fatores de 
risco como o envelhecimento e enrijecimento vascular, obesidade, resistência à 
insulina e dislipidemias (MUECK e SEEGER, 2004; COYLEWRIGHT., et al 2008). 
Estudos transversais demonstraram que a menopausa eleva em duas vezes o 
risco de desenvolvimento da hipertensão arterial (STAESSEN et al., 1989; 
AMIGONI et al., 2000), sendo que, o aumento dos níveis pressóricos está 
relacionado tanto a fases iniciais como tardias do período menopausal (Izumi et al, 
2007).  
Os rins tem papel fundamental no controle da pressão arterial (PA), contudo a 
menopausa aumenta o risco de desenvolvimento de doença renal e 
glomeruloesclerose. O estrogênio apresenta efeitos protetores sobre os rins na 
hipertensão (PECHERE-BERTSCHI e BURNIER, 2004), pois, dentre seus 
diferentes mecanismos,este homônio promove a inibição da proliferação de células 
mesangias (XIAO et al., 2001). Coggins e colaboradores observaram que 
mulheres, a partir dos 52 anos, apresentaram declínio da taxa de filtração 
glomerular quando comparadas às mulheres mais jovens ou aos homens da 
mesma faixa etária, pesquisas posteriores corroboraram esses dados (THARAUX 
et al., 1999; MCGUIRE et al., 2007). Em âmbito experimental observou-se que o 
desenvolvimento da glomérulo esclerose em ratas se inicia na fase que 
corresponde ao período da menopausa em humanas (ZHENG et al., 2003), e a 
ovariectomia por si só agrava a injuria renal levando ao desenvolvimento da 
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hipertensão, esses efeitos são atenuados com a terapia hormonal. (HERNANDEZ 
SCHULMAN e RAIJ, 2006;  MARIC et al., 2004; MARIC et al, 2008). 
Um outro mecanismo pelo qual o estrogênio é capaz de modular positivamente a 
PA envolve o estímulo para maior liberação de óxido nítrico (NO). O NO age, entre 
outros fatores na regulação da excreção e reabsorção de sódio. Contudo, na pós-
menopausa este mecanismo fica prejudicado (KIM et al., 2014). 
 
1.2.1   O Modelo de Hipertensão Experimental e Menopausa. 
 
O modelo de hipertensão utilizado no presente trabalho foi desenvolvido em 1963 
por Okamoto e Aoki, denominado spontaneously hypertensive rats (SHR). Esse 
modelo apresenta grande similaridade com a fisiopatogenia da hipertensão 
essencial ou primária em humanos, pois ambas apresentam origem poligênica e 
são influenciadas por fatores ambientais (TRIPPODO e FROHLICH, 1981). 
O desenvolvimento da hipertensão arterial no SHRs inicia-se na 5ª semana de 
vida, apresentando níveis pressóricos considerados como hipertensão espontânea 
entre a 7a e a 15a semanas, atingindo um platô entre a 20a e 28a semanas, não 
havendo influência sexual nesse desenvolvimento (YAMORI, 1984).  
A resistência periférica total eleva-se e o débito cardíaco pode estar normal ou 
reduzido no SHR adulto (POTTS et al., 1998). Com o desenvolvimento da 
hipertensão arterial, ocorre progressiva hipertrofia cardíaca (THOMAS et al., 1997), 
mantendo inicialmente o débito cardíaco normal, até que em estágios finais a 
função cardíaca é comprometida pelo desenvolvimento de insuficiência cardíaca 
congestiva (FROHLICH, 1977). A frequência cardíaca é mais elevada que nos 
ratos normotensos já na 3a semana de vida, resultado de um aumento na 
freqüência intrínseca do marcapasso cardíaco (DICKOUT e LEE, 1998). Os SHRs 
mostram aumento da resistência periférica total (JUDY et al., 1976), sendo as 
pequenas artérias, arteríolas e, possivelmente os esfíncteres pré-capilares os 
principais responsáveis pelo aumento da resistência vascular periférica 
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(TRIPPODO e FROHLICH, 1981), ocorrendo alterações morfológicas dos vasos 
(FOLKOW et al, 1975), alterações da membrana celular da musculatura lisa 
vascular (OVERBECK, 1972) e redução da densidade arteriolar da musculatura 
esquelética (HUTCHINS e  DARNELL, 1974). As alterações das propriedades 
funcionais nos SHRs precedem o desenvolvimento da hipertensão arterial, sendo 
que a redução da distensibilidade e complacência vascular nos animais jovens 
resulta de uma hipertrofia da camada média (VAN GORP et al, 2000).  Observa-se 
também que os SHRs apresentam hiperatividade simpática (TRIPPODO e 
FROHLICH, 1981, LUNDIN et al, 1984). 
Não há um modelo animal completamente apropriado  para se estudar a 
hipertensão pós-menopausa e assim elucidar seus mecanismos. Estudos tem sido 
realizados em carneiros, coelhos, primatas não-humanos, ratos e camundongos 
como modelos de várias mudanças na menopausa (THORNDIKE e TURNER, 
1998) no entanto, não há nenhum modelo animal em que a  hipertensão se 
desenvolva naturalmente na pós-menopausa, em função disso utiliza-se a 
ovariectomia como forma de mimetizar a menopausa em animais (Fang et al., 
2001; Peng et al., 2003).  
Ratas SHRs cessam os ciclos apenas entre 10 e 12 meses de idade e têm baixos 
níveis de estradiol comparadas às mulheres na pós-menopausa (FORTEPIANI et 
al., 2003), mas nessa idade se torna muito difícil trabalhar com esse modelo, dadas 
as demais complicações advindas do longo tempo de hipertensão. Em SHRs mais 
jovens (entre 4 e 8 meses de idade), as fêmeas têm pressão arterial mais baixa do 
que os machos (THORNDIKE e TURNER, 1998; FORTEPIANI et al., 2003; 
Reckelhoff et al., 1998). No entanto, com a idade de 16 a 18 meses, a pressão 
sanguínea aumenta cerca de 25 a 35 mm Hg não havendo mais diferenças sexuais 
na PA (Giummelly et al., 1999). 
1.3 A Controvérsia sobre a Terapia Hormonal Menopausal 
 
O estrogênio é largamente utilizado como contraceptivo e como MHT sendo 
comum sua associação às progestinas. (STEFANICK, 2005). 
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Os primeiros estudos observacionais, como o Nurse’s Health Study (NHS) 
realizado durante a década de 70, sugeriam um claro benefício das MHTs, 
demonstrando redução entre 30 e 50% no risco de CVD com o uso da terapia 
hormonal com estrogênio (DUBEY et al., 2004). Uma meta-análise de estudos 
observacionais da época demonstrou redução de aproximadamente 33% no risco 
de desfechos fatais por CVD entre usuárias de terapia hormonal (STEFANICK, 
2005). Outro estudo que acompanhou 337 pacientes submetidas ao procedimento 
de angioplastia coronariana, mostrou que a taxa de desfechos cardiovasculares foi 
menor entre mulheres em uso de MTH em relação as que não usavam (12% vs. 
35%), alem de maior sobrevida (O'KEEFE et al., 1997). 
Estudos experimentais também corroboraram a ideia de que o estrogênio oferece 
benefícios vasculares, entre outros mecanismos, por meio da redução da 
resistência vascular coronariana e aumento do fluxo coronário. (ECKSTEIN et al., 
1994; ROSANO et al., 1999; MOYSÉS et al., 2001; SANTOS et al.,  2004). A 
reposição com estrogênio em modelos de pós-menopausa mostrou-se eficaz em 
reduzir a pressão arterial de animais normotensos e hipertensos (SILVA-
ANTONIALLI et al., 2004; XU et al., 2008; HERNANDEZ et al., 2000; BORGO et 
al., 2011), além de reduzir o estresse oxidativo, prevenir disfunção endotelial, 
melhorar a reatividade vascular dependente de endotélio e prevenir o 
remodelamento vascular em estágios iniciais da hipertensão (CLAUDIO et al., 
2013; GARCIA et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2000). 
No entanto, outras triagens clínicas randomizadas como o Women’s Health 
Initiative (WHI) e o Heart and Estrogen/progestin Replacement Study (HERS I e II), 
que analisaram a prevenção primária e secundária, respectivamente, não 
demonstraram tais benefícios sobre o sistema cardiovascular além de reportarem o 
aumento do risco de morte por doença cerebrovascular em pacientes com MHT 
(GRADY et al., 2002; ROSSOUW et al., 2002; WOMEN’S HEALTH INITIATIVE, 
2002). 
Para compreender tamanha discordância é importante lembrar que a origem e os 
níveis plasmáticos dos estrógenos endógenos sofrem alterações com a avançar da 
idade e que o principal estrógeno circulante durante a pré-menopausa é o 17β-
estradiol (E2) ovariano. Sua concentração sérica oscila drasticamente durante o 
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ciclo menstrual, sendo de 250 a 500 pg/mL na fase pré-ovulatória e de 40-50 
pg/mL na fase pré-menstrual. Na pós-menopausa a estrona (E1) passa a ser o 
principal estrógeno circulante, sendo que a concentração sérica do E2 é 
frequentemente inferior a 20 pg/mL e sua formação se dá principalmente por meio 
da conversão da testosterona em tecidos periféricos (GRUBER, 2002).  
Dessa forma as discrepâncias nos resultados dos estudos clínicos podem em parte 
ser explicadas pelo tipo de terapia escolhida. A primeira linha de terapia hormonal 
utilizou conjugado de estrogênio equino (CEE) que levou a denominação comercial 
de Premarin®. Essa droga, por sua vez apresenta uma composição de variados 
hormônios, quais sejam: E1, equilina, 17α-dihidroequilina, 17α-estradiol, 
equilenina, 17α-dihidroequilenina, E2, delta-8,9-dihidroesterona, 17β-
dihidroequilina e 17β-dihidroequilenina. Sendo assim, o CEE e o E2 apresentam 
distintas propriedades farmacológicas, como produtos metabólicos, afinidades e 
seletividade aos receptores de estrogênio (ERs) e propriedades agonistas 
diferentes (DUBEY et al., 2004).  
Seguindo essa mesma linha de pensamento, um estudo demosntrou que o 
tratamento com E2 em pacientes com falência ovariana prematura reduziu 
significantemente a pressão arterial, enquanto não foram observados efeitos com o 
uso do etinilestradiol sintético (LANGRISH et al., 2009). Entretanto, estrógenos 
sintéticos, como o benzoato de estradiol parecem prover benefícios 
cardiovasculares similares aos do E2 (SMITH et al., 2004). 
A falta dos benefícios vasculares da MTH nessas triagens, podem ainda ser 
explicadas por fatores como, dose do hormônio escolhido, via de administração, 
alterações dos ERs relacionadas à idade e ainda o momento em que a terapia é 
iniciada e a interação com outros hormônios sexuais. (KHALIL, 2013; CLARKSON 
et al., 2013).  
Embora persista esse cenário de contradições, as MTHs são utilizadas 
rotineiramente na prática clínica havendo associação entre diversos estrógenos e 
progestinas (NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2010; SCHMIDT, 
2012).    
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1.4   Ações Vasculares do Estrogênio e seus Receptores 
 
Os efeitos do estrogênio sobre a função cardíaca tem sido amplamente 
investigados. O estrogênio provê proteção cardiovascular por diversos 
mecanismos, dentre os quais: alterações no metabolismo lipoproteico, inibição da 
agregação plaquetária, inibição da proliferação de células do músculo liso vascular 
(CMLV) e ação antioxidante (FALUDI e ALDRIGH, 2000). O estrogênio parece 
reduzir a expressão e permeabilidade de canais de Ca2+ no músculo liso vascular 
(SMILEY e KHALIL, 2009). 
Atualmente estão descritos duas classes de receptores de estrogênio: a primeira é 
constituída pelos fatores de transcrição ativados por ligante denominados 
receptores de estrogênio, caracterizados como ERα e ERβ; a segunda é 
caracterizada por um receptor de membrana acoplado à proteína G (GPR30 ou 
GPER); (TORAN-ALLERAND, 2004). 
 
1.4.1  ERα e ERβ: os Receptores Clássicos de Estrogênio  
 
O ERα foi descrito no final da década de cinquenta e somente em 1996 foi descrito 
um segundo receptor, chamado então de ERβ (KUIPER et al.,1996). Ambas as 
formas estão presentes na vasculatura, tanto em células endoteliais como nas 
CMLV (MENDELSOHN E KARAS, 1999).  
Os REα e REβ são membros da super família de receptores hormonais nucleares 
e são codificados por genes distintos com diferentes localizações cromossomais 
(DAHLMAN-WRIGHT et al., 2006). Esses receptores funcionam como fatores de 
transcrição ativados por ligantes e produzem efeitos denominados efeitos 
genômicos, mas podem também ativar mecanismos adicionais. 
Além do próprio estrogênio, outros hormônios e fatores de crescimento também 
podem regular esses receptores. Em células endoteliais alguns fatores de 
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crescimento podem ativar ERα, na ausência do ligante, o que ocorre 
provavelmente via ativação de proteína kinase ativada por mitógeno. (KARAS et 
al., 1998). 
As primeiras idéias de efeitos não reprodutivos desses receptores foram sugeridas 
a partir do estudo em um homem com uma mutação no gene para ERα (SUBHIR 
et al., 1997a). Os sintomas eram similares ao de indivíduos com deficiência na 
aromatase, entre outros sintomas apresentavam aterosclerose coronariana, 
disfunção endotelial e prejuízo no teste de vasodilatação braquial (SUBHIR et al., 
1997b). Esses achados embasaram a hipótese de que o estrogênio exerceria 
efeitos sobre a função arterial via ER. 
As implicações fisiológicas e fisiopatológicas relacionadas às mudanças na relação 
entre a expressão de ERα e ERβ ainda não foram totalmente esclarecidas. Um 
vasto número de sítios polimórficos de ambos os loci gênicos de ERα e ERβ foram 
identificados em humanos (ROSENKRANZ et al.,1998; GENNARI et al.,2005; 
DAHLMAN-WRIGHT et al.,2006). 
Estruturalmente os ERs nucleares são compostos por 6 domínios (A a F): o 
domínio A/B tem a função de ativação de transcrição independente de hormônios. 
O domínio C é o domínio de ligação ao DNA. O domínio E/F é o domínio receptor 
do ligante (LBD) onde se ligam os hormônios. Este domínio também apresenta a 
função de ativação de transcrição dependente de hormônios (KUIPER et al., 1996).  
Dessa forma, os receptores de estrogênio, membros da superfamília dos 
receptores nucleares, utilizam o domínio conservado de ligação ao DNA para 
interagir com elementos específicos de resposta hormonal no genoma, 
influenciando a transcrição de genes. Tais efeitos foram referidos como genômicos 
e originalmente descritos para receptores nucleares.  
Em contraste com as ações mediadas por mecanismos genômicos, o estrogênio 
também pode produzir efeitos dentro de um intervalo de tempo demasiadamente 
curto (segundos ou minutos) para ser mediada pelo mecanismo “clássico” que 
envolve ativação transcricional de genes. Esses efeitos são conhecidos como 
efeitos não-genômicos ou simplesmente efeitos rápidos (REVELLI et al., 1998; 
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HAMMES e LEVIN, 2007). Possivelmente as ações do estrogênio por via não 
genômica se dêem através da atuação direta sobre de receptores de esteróides 
presentes na membrana.  
A diversidade de ações atribuídas aos ERα e β pode ser explicada por sua 
capacidade de adotar múltiplas conformações dependendo da natureza do ligante, 
ou seja, cada ligante pode induzir a uma conformação diferente do receptor e, 
como consequência, conjuntos distintos de co-ativatores e co-receptores podem 
ser recrutados para o complexo transcricional-receptor, resultando em efeitos 
distintos (HELDRING et al., 2007). 
Em diversos tipos de células, ERs estão associados à cavéolas e grandes 
complexos de proteína. Nas cavéolas, há grande número de outras moléculas de 
sinalização que promovem maior eficiência na sinalização. Através destas 
associações, o estrogênio desencadeia uma série de vias de sinalização 
intracelular, incluindo a via da proteína kinase ativada por mitógeno (MAPK), a via 
do fosfatidilinositol (IP3K/Akt), além da ativação de fluxos de canais de iônicos e 
estimulação dos receptores por fator de crescimento que levam a vasodilatação 
(MORIARTY et al., 2006), as vias pelas quais o estrogênio pode causar 
vasodilatação estão resumidas na figura 1. 
Uma das ações rápidas de estrogênio consiste na capacidade de estimular a 
enzima óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS) em células endoteliais vasculares 
(HISAMOTO e BENDER, 2005; MORIARTY et al., 2006). Este mecanismo leva aos 
conhecidos efeitos rápidos do estrogênio na resposta de vasodilatação endotélio-
dependente mediada pelo NO, um efeito já demonstrado in vitro e in vivo 
(WILLIAMS et al., 1992; STIRONE et al., 2005a; LI et al., 2007).  
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Figura 1. Vias de relaxamento vascular induzidas pelo receptor de estrogênio (ER). O 17β-estradiol 
(E2) liga-se aos receptores ERα, ERβ ou GPR30 e ativam a fosfolipase C (PLC), levando a 
geração de 1,4,5- trifosfato de inositol (IP3) and diacilglicerol (DAG). O IP3 causa a liberação do 
Ca2+ do retículo endoplasmico (ER). O Ca2+ forma o complexo cálcio-calmodulina (CAM), que inicia 
a ativação da eNOS. O E2 também ativa o fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), que transforma o 4,5-
bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) em 3,4,5-trisfosfato de fosfatidilinositol (PIP3), e ativa a Akt. A 
ativação da Akt ou MAPK mediadas pelos ERs fosforila e ativa a eNOS. A eNOS ativada 
transforma L-arginina em L-citrullina e produz NO, que se difunde das células endoteliais e ativa a  
guanilato ciclase (GC) no músculo liso vascular (VSM) levando ao aumento de cGMP e 
estimulando a proteína kinase dependente de cGMP (PKG). PKG reduz o Ca2+ intracelular pela 
estimulação de bombas extrusão de Ca2+ na membrana plasmática e bombas captação de Ca2+ 
retículo sarcoplasmático (SR) e reduz a sensibilidade dos miofilamentos contráteis ao [Ca2+]i e 
assim promovendo relaxamento no VSM. O E2 também ativa a COX e produz prostaciclina (PGI2) 
que ativa a via dependente de cAMP, a  proteína kinase A (PKA), promovendo relaxamento por 
uma via similar ao cGMP/PKG. O E2 induz também a liberação de EDHF que ativa canais de K+, 
hiperpolarizando e relaxando o VSM. O E2 reduz a produção de endotelina (ET-1). No VSM, 
agonistas como ET-1, TXA2 e AngII ativam receptores específicos, estimulando a PLC e 
aumentando a produção de IP3 e DAG. O IP3 estimula a liberação de Ca2+ do SR. Esses agonistas 
estimulam também a entrada de Ca2+, que forma CAM, ativando a enzima Kinase de cadeia leve da 
miosina (MLCK), fosforilando da MLC e iniciando a contração do VSM. O DAG ativa a PKC, que 
por sua vez fosforila a calponina (CaP) e/ou ativa a cascata de proteína kinase envolvendo a Raf, 
MAPK kinase (MEK) and MAPK, fosforilando a caldesmonina (CaD) e aumentando a sensibiladade 
dos miofilamentos ao  Ca2+. O E2 se liga aos ERs do VSM, levando a inibição desses mecanismos 
do contração do VSM ativados por agonistas. O E2 ativa ainda canias K+, levando a 
hiperpolarização da membrana e inibindo a entrada de  Ca2+ através de canais de Ca2+. Além disso 
o E2 pode também inibir a PKC, MAPK ou a RhoA/Rho-kinase (Rho-K). As linhas tracejadas 




A aplicação aguda de estrogênio no músculo liso vascular isolado leva, na maioria 
dos casos, ao relaxamento de anéis vasculares e inibição da proliferação em 
culturas de células musculares lisas. No músculo liso arterial, esses efeitos são 
resultado do aumento do efluxo de cálcio, envolvendo ativação de guanilato ciclase 
e inibição de canais de K+ sensíveis a ATP (KATP) e canais de potássio ativados por 
Ca2+ (KCa) (Figura 1) (KLEPPISCH e NELSON., 1995; QUAYLE et al., 1995; 
WHITE et al., 1995; PRAKASH et al., 1999).  
Além disso, Muehlfelder e colaboradores em 2012, relataram que a ativação de 
ambos os receptores clássicos de estrogênio (ERα e ERβ) são capazes de 
prevenir o estresse oxidativo induzido pela ativação excessiva dos receptores de 
mineralocorticóides (MR) pela aldosterona. 
Estes estudos demonstram claramente os efeitos celulares imediatos do estrogênio 
tanto em células endoteliais quanto células musculares lisas, os quais alteram o 
meio interno da célula, resultando na capacidade de resposta alterada aos 
estímulos subsequentes (MILLER et al., 2002; HAAS et al., 2007) e levando a 
dilatação de vários leitos vasculares incluindo o leito vascular coronariano (JIANG 
et al., 1991; WHITE et al., 1995). 
 
1.4.2    GPER: a Descoberta mais Recente 
 
Os receptores GPER, por sua vez, foram inicialmente identificados com ampla 
distribuição no cérebro, localizados principalmente na membrana do retículo 
endoplasmático (OWMAN et al., 1996). O GPER medeia ações do estrogênio por 
meio da ativação de diversas cascatas de transdução, como a via da kinase 
ativada por estímulos extracelulares (ERK), o PI3K/Akt, mobilização de Ca2+ e 
aumento da produção e ativação da adenilatociclase (AMPc) (HASBI et al., 2005; 
REVANKAR et al., 2005; FILARDO et al 2000; THOMAS et al, 2005).  
Estudos mais recentes demonstraram a presença do GPER no sistema 
cardiovascular e seu papel fisiológico, na regulação vascular e miocárdica, vem 
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ganhado cada vez mais importância (MEYER et al., 2011; AREFIN et al 2014). 
Assim o uso de agonistas seletivos para esse receptor pode ser uma promessa 
para o futuro da terapia hormonal menopausal estrogênica (MEYER, 2014).  
Entretanto, enquanto esses estudos ainda estão em escala experimental o que se 
observa na clínica é a utilização de terapias combinadas de estrógenos associados 
as progestinas (NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2010; SCHMIDT,  
2012).   
 
1.5    As Progestinas na Terapia Hormonal Menopausal 
 
Progestina é o termo utilizado para determinar compostos sintéticos com ações 
pró-gestacionais (STANCZYK e HENZL, 2001). As progestinas são utilizadas na 
MTH para prevenir a hiperplasia endometrial causada pela terapia estrogênica, 
sendo o acetato de medroxiprogesterona (MPA) o mais utilizado e pesquisado 
(ANDERSON et al, 2004).  
As progestinas podem ser classificadas como estruturalmente relacionadas à 
progesterona e estruturalmente relacionadas à testosterona.  
Relacionadas à progesterona temos duas subclassificações: 1 - os derivados da 
pregnenolona, como o MPA e o acetato de megestrol e 2 - os não derivados da 
pregnenolona como o acetato de nomegestrol, demegestona, nesterona, 
promegestona e a trimegestona (STANCZYK et al, 2013). 
Os estruturalmente relacionados à testosterona também recebem 
subclassificações: 1 - etinilados como os estranos (noretindrona, acetato de 
noretindrona, noretinodrel, linestrenol, diacetato de etinodiol) e os 13-etilgonanos: 
norgestrel, levonorgestrel, desogestrel, gestodeno, norgestimato e 2 - não 
etinilados que são o dienogest e a drospirenona. (STANCZYK et al, 2013; 
EDGREN e STANCZYK, 1999; KUHL, 2005) 
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A progesterona age via receptor de progesterona (PR), que também é um fator de 
transcrição ativado por ligante, membro da família de receptores nucleares de 
esteróides (LU et al., 2006).  As progestinas se ligam os PR com alta afinidade e 
mimetizam suas ações, entretanto muitas progestinas se ligam a outros membros 
da família de receptores esteróides como os receptores de andrógenos (AR), 
receptores de glicocorticóides (GR) e receptores de mineralocorticóides (MR) 
apresentando efeitos colaterais via esses receptores (AFRICANDER et al 2011; 
MOORE et al., 2012). 
As ações das progestinas via receptores esteróides é complexa, uma vez que há 
mais de uma isoforma para cada receptor. Existem duas isoformas de PR, 
denominadas PR-A e PR-B (KASTNER et al, 1990), presentes no trato reprodutivo 
feminino, glândula mamária, cérebro, glândula hipófise e algumas células com 
função imune (MANGAL et al, 1997; SOYAL et al,  2005). 
O conhecimento a cerca dos efeitos das progestinas sobre o sistema 
cardiovascular está um pouco restrito as ações da MPA o que tem gerado críticas 
(HERMSMEYER et al, 2008). Estudos com primatas demonstraram efeitos 
adversos da MPA sobre a reatividade coronariana que é oposto ao efeito protetor 
observado pela progesterona (MISHRA et al., 2005). A MPA impediu os efeitos 
benéficos do estrogênio sobre o reatividade coronariana, efeito não observado com 
a progesterona (MIYAGAWA et al., 1997; MINSHALL et al., 1998). A progesterona 
reduziu a hiperreatividade coronária em primatas ovariectomizadas 
(HERMSMEYER et al., 2004). 
Wassmann e colaboradores (2005) demonstraram que a progesterona antagonizou 
os efeitos do estrogênio sobre a expressão e atividade de enzimas antioxidantes 
como a superóxido dismutase (SOD) e aumentou a liberação de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) em células do músculo liso vascular. 
 
1.6  A Drospirenona 
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A drospirenona (DRSP) é um esteróide derivado da 17α-espirolactona e é uma das 
poucas progestinas com potente ação antimineralocorticoide, ligando-se com alta 
afinidade ao MR, antagonizando as ações da aldosterona (FUHRMANN et al., 
1996; KRATTENMACHER, 2000). A associação de DRSP e E2 é atualmente uma 
das opções terapêuticas para mulheres pós-menopausadas (NORTH AMERICAN 
MENOPAUSE SOCIETY, 2010; SCHMIDT, 2012) e parece atuar positivamente 
sobre a função endotelial em mulheres saudáveis na menopausa (VILLA et al., 
2010). 
Especula-se que efeitos vasculares da E2/DRSP, podem relacionar-se diretamente 
com a sua ação antialdosterona, ou ainda pode ser um efeito indireto sobre o 
relaxamento vascular (WHITE et al., 2006). A E2/DRSP utilizada por 6 semanas 
mostrou aumento significativo na perfusão miocárdica em pacientes pós-
menopausadas com angina pectoris (KNUUTI et al., 2007). 
Por essa propriedade antialdosterona a drospirenona pode mimetizar os efeitos 
endógenos da progesterona sobre o sistema renina angiotensina aldosterona 
(SRAA) (OELKERS et al., 1978). O angiotensinogênio tem sua síntese estimulada 
pelo estrogênio (OELKERS, 2004), levando ao aumento da produção de 
aldosterona e consequentemente promovendo a retenção de sódio e água, que 
pode resultar em elevação da pressão arterial. Durante a fase lútea ciclo menstrual 
normal a aldosterona está impedida de interagir com os receptores de 
mineralocorticóides renais pela progesterona secretada nessa fase, prevenindo a 
retenção de sódio (SCHINDLER et al., 2003). 
Em mulheres tratadas com progesterona, no entanto, não houve redução de PA de 
normotensas, apenas uma discreta redução na PA de hipertensas (RYLANCE et 
al., 1985), parece que o efeito antagônico ao MR da progesterona parece ser 
importante apenas quando a progesterona endógena está em altas concentrações 
como na fase lútea do ciclo ou na gestação, uma vez que a meia vida desse 
hormônio é curta e seus metabólitos não tem afinidade pelos MRs (QUINKLER et 
al., 2002). 
É importante ressaltar que esse efeito antialdosterona da drospirenona pode 
interferir em vários sistemas, haja vista as ações da aldosterona em outros órgãos 
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ou sistemas além dos rins (figura 2). Conhecidamente a aldosterona apresenta 
efeitos, via MR, sobre os vasos e miocárdio desencadeando uma gama de 
processos fisiopatológicos associados à doença cardiovascular (GENAZZANI, 
2007). Esses efeitos incluem fibrose vascular e miocárdica (Brilla et al., 1990), 
dano vascular direto (ROCHA et al., 1998),  disfunção endotelial (FARQUHARSON 
e STRUTHERS, 2002), redução da complacência arterial (DUPREZ et al., 1998) 
ativação simpática (BARR et al., 1995) e redução da sensibilidade barorreflexa 
(YEE e STRUTHERS, 1998). 
 
 
Figura 2. Efeitos da aldosterona na doença cardiovascular. 
  
Os benefícios vasculares dos estrógenos estão bem descritos, entretanto os 
efeitos da terapia combinada de E2 com drospirenona sobre a reatividade vascular 
coronariana dependente de endotélio não haviam sido investigados, especialmente 
na condição da hipertensão. Em razão das características possivelmente anti-
hipertensivas da drospirenona e sabendo que outros análogos sintéticos da 
progesterona já demonstraram interferir negativamente nos efeitos vasculares do 
Figura 2: Efeitos da aldosterona na doença cardiovascular. PARA, progestógenos antagonistas do 
receptor de aldosterona. Adaptado de Genazzani AR, et al.  Drospirenone and its antialdosterone 




estrogênio, acreditamos ser de suma importância o conhecimento dos efeitos 
dessa terapia sobre a vasodilatação mediada pelo endotélio no leito coronariano, 
além dos parâmetros hemodinâmicos e remodelamento vascular, uma vez que 





2.1  Objetivo Geral: 
 
O presente estudo buscou conhecer os efeitos da associação do estrogênio com a 
drospirenona sobre a vasodilatação mediada pelo endotélio no leito coronário de 
ratas espontaneamente hipertensas ovariectomizadas.  
 
2.2   Objetivos Específicos: 
 
Analisar em modelo de hipertensão e menopausa os efeitos da terapia combinada 
de estrogênio e drospirenona sobre: 
I. os parâmetros hemodinâmicos; 
II. a reatividade vascular coronariana dependente de endotélio; 
III. o remodelamento vascular; 
IV. a expressão dos receptores de estrogênio α;  
V. o estresse oxidativo. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1  Animais de Experimentação 
 
Foram utilizadas ratas com hipertensão espontânea (SHR), com 12 semanas e 
peso corporal variando entre 160 e 200g gramas, fornecidas pelo Biotério de 
pesquisa do Programa de Pós-graduação em Ciências Fisiológicas da 
Universidade Federal do Espírito Santo.  
Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (20-24°C) e 
iluminação artificial. O manuseio dos animais esteve de acordo com os princípios 
éticos de experimentação animal adotados pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais (CEUA - UFES), sob o protocolo 023/2012. 
Os animais ficaram em gaiolas simples com livre acesso a água e a ração ad 
libidum. 
 
3.1.1   Grupos Experimentais 
 
As ratas foram divididas em 4 grupos (n=10): 
1. Controle (Sham) 
2. Ovariectomizado (OVX) 
3. Tratado com estradiol (E2) 
4. Tratado com estradiol e drospirenona (E2/DRSP) 
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3.2  Procedimentos Experimentais 
 
3.2.1  Castração dos Animais 
 
Após anestesia com quetamina (5 mg/ kg)  e xilazina (10 mg/kg), as fêmeas foram 
submetidas a uma incisão de 1 a 1,5 cm, na pele, entre o último rebordo costal e a 
coxa, a um centímetro da linha mediana seguida de uma incisão na camada 
muscular, abrindo a cavidade peritoneal para posterior remoção dos ovários 
(ooforectomia) e ligadura da tuba uterina. Após a retirada dos ovários foi realizada 
sutura da musculatura e pele. O mesmo procedimento foi realizado do lado oposto. 
Ao final do procedimento, os animais receberam 0,1 ml do antibiótico Enrofloxacina 
2,55mg, por via intramuscular. Após 7 (sete) dias de recuperação pós-operatória, 
os animais foram colocados em gaiolas simples e  iniciado o tratamento. 
 
3.2.2 Tratamento com Estradiol e Drospirenona 
 
Aos grupos que receberam a terapia com estradiol, administravam-se injeções 
subcutâneas com volume de 0,1 mL contendo 0,05 mg/ kg por dia de 17β-estradiol 
(Sigma, St Louis, MO) diluído em óleo de milho, 3 vezes por semana, como 
descrito previamente por Saengsirisuwan e colaboradores.  
Aos grupos tratados com estradiol, administravam-se 17β-estradiol 0,03 mg/kg por 
dia e drospirenona 0,06 mg/kg por dia (Angeliq®) por via oral (método de gavagem) 
diariamente durante 6 semanas, para isso a droga era dissolvida em água 
destilada e utilizada imediatamente. Tais concentrações foram escolhidas no 
sentido de mimetizar as doses utilizadas na conduta clínica como terapia hormonal 
menopausal. Os animais eram pesados a cada 7 dias para ajuste da dose da 
droga. 
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3.2.3  Medida Indireta da Pressão (Pletismografia) 
 
Os níveis de pressão sistólica eram avaliados por pletismografia de cauda 
antes de se proceder a ovariectomia. Após calibração do aparelho e obtenção de 
uma adequada vasodilatação caudal, a medida indireta era aferida por meio de um 
transdutor foto elétrico posicionado na porção proximal da cauda, o manguito era 
então inflado e posteriormente aberto para ocorrer a despressurizarão e o registro 




Após anestesia com quetamina (5 mg/ kg)  e xilazina (10 mg/kg), a artéria femoral foi 
isolada através de uma incisão na região inguinal e nela introduzida a extremidade de 
menor calibre da cânula (PE10). A extremidade livre da cânula PE50 foi preenchida 
de solução salina (NaCl 0.9%) e ocluída com um pino inoxidável. A cânula então foi 
heparinizada com solução salina a 2% como medida profilática para a formação de 
coágulos, o que poderia amortecer o sinal para aferição da pressão arterial (PA) 
modificando assim o resultado final. Foi realizada exteriorização da cânula, por meio 
de um trocater, até à região médio cervical posterior do animal. Após ser 
exteriorizada, a cânula foi fixada por um fio de sutura, a fim de evitar que o animal 
pudesse arrancá-la ou mordê-la. Tal procedimento permitiu que esse estudo fosse 
realizado com o animal acordado e com o mínimo de manuseio e perturbação 
possível. A cânula arterial foi utilizada para verificação direta da PA. Os cateteres 
foram confeccionados pela conexão de duas cânulas de polietileno PE10 e PE50, 
medindo 3 e 15 cm de comprimento respectivamente, montadas sobre um mandril de 




3.2.5  Medida Direta da Pressão Arterial e Frequência Cardíaca 
 
Após a cateterização (12 horas) com o animal acordado e com um mínimo de 
perturbação e manuseio do mesmo, o cateter de polietileno (cânula) foi conectado a 
um transdutor de pressão (Spectramed P23XL) e os dados de pressão arterial média 
(PAM) e frequência cardíaca (FC), foram digitalizadas (Acqknowledge P23XL for 
Windows; Biopac Ind.) e armazenados em disco rígido do computador para análises 
futuras.  
 
3.2.6 Coração Isolado 
 
Os animais foram heparinizados 200 UI, por via intraperitoneal (ip) e anestesiados 
com pentobarbital e posteriormente sacrificados. Foi realizada uma incisão 
cirúrgica no tórax, expondo os órgãos, o coração foi dissecado de suas conexões e 
imediatamente transferido ao aparelho de perfusão através da canulação da artéria 
aorta, ao nível da sua curvatura. A seguir iniciou-se a perfusão retrógrada pelo 
método de Langendorff modificado, utilizando-se para a perfusão, a solução de 
nutrientes modificada, composta de NaCl, 120 mM; CaCl2.H2O, 1,25 mM; KCL, 5,4 
mM; MgSO4.7H2O, 2,5 mM; NaH2PO4.H2O, 2,0 mM; NaHCO3, 27,0 mM; Na2SO4, 
1,2 mM; EDTA, 0,03 mM e glicose 11,0 mM, mantida a 37°C por um banho-maria, 
e continuamente aerada com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2) na câmara 
de saturação de O2, mantendo o pH estável em 7.4. 
O fluxo era mantido constante em 10 ml por minuto por meio de uma bomba de 
rolete (Hugo Sanchs, Germany). A pressão isovolumétrica do ventrículo esquerdo 
(PVE) foi mantida através de um balão de látex, preenchido com água, que ainda 
vazio era introduzido via átrio esquerdo, através da válvula mitral, no ventrículo 
esquerdo e conectado a um transdutor de pressão (Statham Transducer P23Db). O 
volume do balão era ajustado por seringa (2 ml), de forma a se controlar a pressão 
diastólica intraventricular (Pd) em torno de 10 mm Hg. A frequência dos batimentos 
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foi avaliada através da medida do pulso de PVE por meio de um cardiotacômetro. 
A pressão de perfusão coronariana (PPC) foi avaliada por meio de um tansdutor de 
pressão (Statham Transducer P23Db), conectado imediatamente próximo à cânula 
de perfusão aórtica, por meio da qual foi perfundido o leito coronariano. Uma vez 
que fluxo de perfusão se mantém constante, as alterações de perfusão são 
relacionadas às mudanças na resistência vascular.  
Foram necessários 40 min de estabilização funcional para se iniciar as medidas, 
através das quais se pode verificar a reatividade desses vasos em resposta ao 
agente vasodilatador bradicinina nas concentrações de 0,1, 1, 10, 30, 100, 300 e 
1000ng/0,1 mL e E2 na concentração única de 10µg/0,1mL. 
 
3.2.7  Quantificação da Massa Uterina 
 
Após o sacrifício dos animais o útero foram dissecado, limpados e lavado em 
solução fisiológica. O excesso de líquido foi removido com papel de filtro e em 
seguida realizada a pesagem. O índice de massa do útero foi estimados e 
corrigidos em mg de tecido úmido/100g de peso corporal.  
 
3.2.8    Dissecação das Artérias Coronárias 
 
As ratas foram sacrificadas por decapitação. O tórax foi aberto e o coração retirado 
e mantido em solução de Krebs Henseleit (em mmol/L: 115 NaCl, 25 NaHCO3, 4,7 
KCl, 1,2 MgSO4.7H2O, 2,5 CaCl2, 1,2 KH2PO4, 5,5 glicose e 0,01 Na2EDTA) a pH 
7.4 durante o procedimento de dissecção. O ramo descendente anterior da artéria 
coronária esquerda e o ramo septal foram isolados com o auxílio de um 
microscópio de dissecção (D.F. Vasconcelos M900, São Paulo, Brasil) e 
congelados rapidamente em nitrogênio líquido e, posteriormente, estocado a -80 
ºC até a análise. 
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3.2.9   Análise Histológica 
 
Após a dissecção, as artérias coronárias foram fixadas em formalina-PBS, pH 7,4, 
durante 24 h à temperatura ambiente. As amostras de artérias coronárias foram 
congeladas em OCT e foram cortadas em secções de 8 mm de espessura e 
montadas em lâminas de vidro revestidas de gelatina. Os cortes foram corados 
com hematoxilina e eosina (HE). 
O sistema de análise de imagem para histomorfometria foi composto de uma 
câmera digital (Axio-Came ERC 5S), acoplada a um microscópio de luz (Olympus 
AX70; Olympus, Center Valley, PA). As imagens de alta resolução (2048 × 1536 
pixels tampão) foram capturadas com Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.8. As 
fotomicrografias foram obtidas utilizando uma objetiva de 20x, e a área total 
vascular, a área do lúmen, a área da parede e a razão área de parede / lúmen 
foram calculados com a ferramenta de medida de área de AxioVision Rel. 4.8. Os 
resultados representam a área de parede coronária e são expressos como a média 
± SEM. 
 
3.2.10   Quantificação do Superóxido 
 
Amostras de artérias coronárias congelados e não fixados (n = 4 por grupo) foram 
cortadas seções transversais de 8 mm de espessura em criostato e montados em 
lâminas de vidro revestidas de gelatina. As amostras foram incubadas com o 
corante dihidroetídio fluorescente (DHE) na concentração de 2 mmol/L em solução 
de Krebs modificada de um (contendo HEPES 20 mM), em uma câmara 
umidificada, protegida da luz, a temperatura de 37°C durante 30 minutos, para 
detectação de superóxidos. A intensidade de fluorescência foi detectada a 585 nm 
e quantificada em nas secções de tecido utilizando um microscópio confocal (Leica 
DM 2,500 TI, Nikon Instruments Inc., Melville, NY, EUA) por um investigador que 
não conhecia o protocolo experimental. 
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3.2.11 Western Blotting 
 
A analise da expressão protéica foi determinada através do método de Western 
Blotting. Para obter a quantidade de proteínas necessárias para as dosagens, 
somou-se  artérias coronárias de 3 animais em um “pool” que caracterizamos como 
(n=1), e para cada grupo utilizamos um N final conforme segue: SHAM=4; OVX=4; 
E2/DSRP=4 e E2=4. As amostras de coronárias foram mantidas a uma 
temperatura de -80° C até o momento da extração protéica, que foi realizada 
posteriormente, em tampão de lise contendo (em mmol/l) 150 NaCl, 50 Tris-HCl, 5 
EDTA.2Na, 1 MgCl2 ao qual se adicionou 10μg/mL coquetel inibidor de proteases 
(Sigma Fast; Sigma). A homogeneização foi realizada com auxílio de sonicador 
ultra-sônico, sendo seguida de centrifugação a 6000 rpm a 4°C por 15 minutos. Os 
sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados a -80 °C. Este extrato 
total foi utilizado para avaliação da expressão de eNOS e ERα. 
A determinação do conteúdo de proteína total, nas coronárias foi feita utilizando-se 
o método de Lowry (Lowry, 1951). Preparou-se o reagente A (48:1:1 – carbonato 
de sódio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sódio/potássio 4% e sulfato de 
cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-fenol Ciocalteu – 
1:3 em água). A solução padrão foi obtida a partir de diluições de albumina bovina 
(BSA) em água destilada com concentração estoque final de 1mg/mL. Essa 
solução foi diluída para a obtenção da curva padrão, em que as diluições 
continham de 5 a 80 μg de proteína. Alíquotas dos sobrenadantes dos 
homogenatos dos tecidos (5 μL) foram utilizadas para as dosagens. Todos os 
tubos de ensaio foram completados para um volume final de 250 μL, sendo 
posteriormente adicionados 2,5 mL da solução A. Após 10 minutos, se adicionou 
0,25 mL da solução B. A absorbância foi medida a 660 nm depois de 10 minutos. 
Todas as dosagens foram feitas em duplicata.  
Posteriormente, foi calculado o volume necessário para uma carga de 50 μg de 
proteína, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com tampão 
de homogeneização. Alíquotas do homogeneizados foram diluídas em solução de 
Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 μM de ditiodiol, 0,01 M de Tris 
41 
e azul de bromofenol 0,5%). As amostras depois de preparadas eram aquecidas a 
95°C durante 4 minutos.  
As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 7,5% e 10% para 
eNOS, ERα (1,5 M Tris HCl pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, 
APS 10% e Temed) previamente imersos em um tampão para eletroforese (25mM 
de Tris HCl, 190 mM de glicina e 0,1% de SDS). Antes da sua aplicação no gel as 
amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A eletroforese foi conduzida 
com o tampão (25mM de tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS), a 80 
volts por aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad, 
Singapura). Os procedimentos relativos a eletroforese foram realizados segundo o 
sistema descrito por Laemmli (1970).  
As proteínas eram separadas das amostras para avaliar a expressão da eNOS e 
ERα, foram transferidas para uma membrana de PVDF utilizando um sistema de 
transferência (Biorad, Trans-Blot SD), com tampão de transferência constituído de 
25 mM de tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol, por 55 
minutos a 10 volts. A transferência das proteínas para análise do receptor de AT1 e 
AT2, Mn SOD2 e gp91phox foi realizada em cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs, 
60 volts a 4°C.  
Após a transferência, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 horas em 
uma solução constituída de leite desnatado (5%) em tampão TBS - tween 0,1% (20 
mM de tris-HCl pH 7,4 e 150 mM de NaCl), à temperatura ambiente sob agitação 
leve, para evitar ligações inespecíficas com reativos não imunológicos. Em 
seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas em temperatura ambiente, 
sob agitação, em TBS-T adicionado mais os seguintes anticorpos primários: eNOS 
(1:2500, BD Transduction Laboratories, Lexington, UK), ERα (1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology, California, EUA) e para β-actina (1:1500, Santa Cruz Biotechnology, 
Inc.). Após este período, as membranas foram lavadas em tampão TBS-tween 
0,1%, sob agitação leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo 
secundário (IgG, anti-mouse conjugado para fosfatase alcalina - 1:3000, Abcam 
Inc. e IgG, anti-Rabbit conjugado para fosfatase alcalina – 1:7000, Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.) por 1:30 hora, à temperatura ambiente, sob agitação suave, 
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seguida de lavagem com tampão TBS-tween 0,1%, e posteriormente com tampão 
TBS.  
A detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada utilizando-se o Kit comercial 
NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate nitroblue tetrazolium (NBT)/5-
bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) - Invitrogen), de acordo com as 
instruções do fabricante. As membranas tiveram suas imagens digitalizadas e 
tratadas utilizando o programa ImageJ (domínio público). Em cada ensaio 
experimental fez-se a normalização em relação ao controle (β-actina), com vista a 
diminuir os possíveis erros associados às variações nas concentrações das 
proteínas. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias. 
 
3.3  Protocolos  
 
3.3.1   Protocolo de Reatividade vascular 
Uma linha temporal com a sequência de trabalho do protocolo de reatividade 
vascular. 
 




3.3.2   Protocolo de coleta de material para análises histológicas e 
moleculares 
Uma linha temporal com a sequencia de trabalho do protocolo de coleta dos 
oórgão para posteriores análises histológicas, quantificação de superóxido e 
análises por Western Blotting. 
 
Figura 4. Diagrama da sequência de trabalho para colota dos ógãos. 
 
 
3.4  Expressão dos Resultados e Análise Estatística 
 
Os dados foram expressos em média ± erro padrão da média (EPM). Os valores 
de N indicam o número de animais utilizados em cada grupo experimental.  
O relaxamento coronariano à bradicinina e ao E2 foi expresso em porcentagem de 
relaxamento. Para análise dos resultados de reatividade vascular coronariana  
utilizou-se análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida de teste post-hoc 
Tukey/Kramer.  
Para análise dos resultados de pressão arterial e frequência cardíaca utilizou-se 
análise de variância (ANOVA) de uma via seguida de teste post-hoc Tukey/Kramer. 
Para aos resultados de reatividade vascular com diferentes concentrações de 
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bradicinina utilizou-se ANOVA de uma duas vias seguida de teste post-hoc 
Tukey/Kramer.  Os resultados da expressão protéica da eNOS e ERα estão 
expressos como razão entre a densidade óptica para estas proteínas em relação a 
β-actina. As médias foram analisadas através da ANOVA de uma via. Quando 
ANOVA apresentou significância estatística realizou-se teste pos-hoc de Fisher 
utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA, USA). Os resultados foram 




4.1   Eficácia da cirurgia de ovariectomia e da terapia de reposição hormonal 
 
Para a análise da eficácia da cirurgia de ovariectomia e da terapia de reposição 
hormonal, após o sacrifício dos animais, o útero foi removido cuidadosamente e 
pesado úmido. Foi observado uma redução do peso uterino (atrofia) do grupo 
ovariectomizado, assim como, uma redução na razão entre o peso do útero com o 
peso corporal quando comparado ao grupo controle (p<0.05). Por outro lado, 
houve uma prevenção da atrofia uterina nos dois grupos que foram submetidos a 
terapia de reposição hormonal, os quais tiveram o peso uterino significativamente 
maior comparado ao grupo OVX (p<0.05), indicando a eficácia da terapia de 
reposição hormonal (Tabela 1). 
 
4.2  Medidas Hemodinâmicas e Concentrações Plasmáticas de Sódio e 
Potássio.  
 
Antes proceder as ovariectomias e iniciar os tratamentos, os animais foram 
submetidos a verificaçãoda PA por médida indireta, para verificação dos níveis 
pressóricos. Os animais apresentaram PAM de 145 ± 5 mmHg, só então foram 
randomicamente divididos entre os grupos. As medidas hemodinâmicas 
demonstraram um aumento na pressão arterial sistólica nos ratos hipertensos após 
a ovariectomia (p<0.05 vs Sham), evidenciando a importância dos estrógenos 
sobre a regulação da pressão arterial. Além disso, ambos os tratamentos utilizados 
para a terapia hormonal preveniram o aumento observado nas ratas OVX (p<0.05 
vs OVX), mantendo a pressão arterial sistólica nos mesmo níveis dos animais 
utilizados como controle. Entretanto, não houve diferenças entre os grupos nos 
parâmetros de frequência cardíaca, pressão diastólica e pressão arterial média 
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(Tabela 1).  Além disso, não foram detectadas diferenças entre os grupos em 
relação as concentrações plasmáticas de sódio e potássio (Tabela 1).  
 
Tabela 1. Parâmetros ponderais, hemodinâmicos e eletrolíticos plasmáticos. 
  Controle OVX E2 E2+DRSP 
     
PC (g) 189 ± 3 231 ± 4* 176 ± 2#‡ 198 ± 3# 
PU (mg) 345 ± 36 159 ± 21* 280 ± 11# 303 ± 22# 
PU/PC (mg/g) 1.81 ± 0.18 0.69 ± 0.1* 1.58 ± 0.07# 1.53 ± 0.1# 
FC (bpm) 347 ± 14 344 ± 19 366 ± 5 335 ± 14 
PAS (mmHg) 176 ± 5 197 ± 4* 178 ± 7 173 ± 4# 
PAD (mmHg) 110 ± 4 116 ± 4 108 ± 5 109 ± 7 
PAM (mmHg) 133 ± 4 143 ± 3 131 ± 5 130 ± 6 
Na+ Plasma (mEq/L) 147.7 ± 0,67 147.3 ± 0.25 146.8 ± 1.44 146 ± 0.71 
K+ Plasma  (mEq/L) 3.63 ± 0.09 3.3 ± 0.06 4.05 ± 0.35 3.54 ± 0,14 
PC: peso corporal, PU peso do útero, FC: frequência cardíaca, PAS: pressão 
arterial sistólica, PAD: pressão arterial diastólica, PAM: pressão arterial média. Os 
dados são demonstrados como média ± EPM. * p<0.05 vs controle, # p<0.05 vs 
OVX, † p<0.05 vs E2 e ‡ p<0.05 vs E2+DRSP.  
 
4.3   Pressão de Perfusão Coronariana Basal e Estudo da Reatividade 
Vascular Dependente do Endotélio à Bradicinina e ao E2. 
 
A pressão de perfusão coronariana basal foi significativamente menor nas ratas 
OVX comparadas as ratas controle (p<0.05 – figura 5). Esses resultados já haviam 
sido reportados em estudos prévios do nosso laboratório tanto em ratas Wistar 
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quanto em SHR (Moysés et al., 2001; Borgo et al., 2011). A resposta 
vasodilatadora dependente do endotélio à bradicinina foi reduzida 
significativamente nas ratas submetidas a ovariectomia comparadas as ratas 
controle (p<0.05 – Figura 6A), sugerindo que a deficiência estrogênica 
possivelmente levou a ocorrência de uma disfunção endotelial, visto que a resposta 
a bradicinina ocorre mediante a ativação de receptores do tipo B2 presentes no 
endotélio vascular (MICHEL e VANHOUTTE, 2010). 
No entanto, ambas as terapias hormonais foram capazes de prevenir a redução da 
resposta vasodilatadora mediada pelo endotélio vascular, as quais foram 
significativamente maiores quando comparadas as ratas ovariectomizadas (p<0.05 
– Figura 6B). Além disso, foi observado que a terapia combinada com E2 e DRSP 
se mostrou mais efetiva sobre a prevenção da redução da resposta vasodilatadora, 
uma vez que foi significativamente maior nas três maiores concentrações quando 
comparadas ao grupo OVX (p<0.05 – Figura 6B). 
 
 
Figura 5. Pressão de perfusão coronariana basal 
Figura 5. Pressão de perfusão coronariana basal (mmHg). Dados expressos como 








Figura 6. Resposta vasodilatadora dependente do endotélio 
Figura 6. Resposta vasodilatadora dependente do endotélio a bradicinina, 
demonstrando a redução causada pela deficiência estrogênica nas ratas OVX (A), 
e a prevenção da disfunção endotelial nos grupos que foram submetidas a terapia 
de reposição hormonal (B). Dados expressos com média ± EPM. # p<0.05 vs OVX, 





No estudo de reatividade vascular coronariana ao E2 (Figura 7), a deficiência 
estrogênica ocasionou uma redução significativa da resposta vasodilatadora 
comparado ao grupo controle (p<0.05), as quais foram prevenidas tanto pelo 
tratamento com E2 quanto pela terapia combinada com E2 e DRSP (p<0.05), não 
havendo efeito aditivo com a adição da DRSP. 
 
 
Figura 7. Reatividade vascular ao E2 
 
Figura 7. Reatividade vascular ao E2. A OVX reduziu significativamente a 
vasodilatação mediada pelo E2, a qual foi prevenida (restaurada) nos grupos que 
foram submetidos ao tratamento com E2 e com E2+DRSP. Dados expressos como 
média ± EPM. *p<0.05 vs Controle; #p<0.05 vs OVX. 
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4.4   Expressão Protéica da Enzima Óxido Nítrico Sintase Endotelial (eNOS) e 
do Receptor de Estrogênio α 
 
A expressão protéica da isoforma endotelial da enzima óxido nítrico sintase 
(eNOS) não foi diferente entre os grupos. Por outro lado, avaliamos os efeitos da 
ovariectomia e das terapias hormonais sobre a expressão do receptor de 
estrogênio tipo alfa (ERα) devido aos conhecidos efeitos da ativação de ER-α 
sobre o aumento da atividade da eNOS. A ovariectomia levou a uma significante 
redução na expressão desse receptor comparadas ao grupo controle (p<0.05), as 




Figura 8. Expressão protéica da enzima óxido nítrico sintase endotelial (A) e do receptor de estrogênio alfa (B). 
Figura 8. Expressão protéica da enzima óxido nítrico sintase endotelial (A) e do 
receptor de estrogênio alfa (B). Dados expressos como média ± EPM. * p< 0.05 vs 
Controle, e # p< 0.05 vs OVX.  
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4.5   Avaliação Morfométrica 
 
Foi realizada a análise morfométrica com o objetivo de verificar os efeitos da 
ovariectomia e das terapias hormonais sobre o remodelamento vascular nas 
artérias coronárias. A área vascular total, a área da parede e a área do lúmen 
aumentaram significativamente nos animais ovariectomizados comparados aos 
animais do grupo controle (p<0.05). Porém, essas alterações foram prevenidas nos 
grupos tratados, as quais foram mantidas nos mesmos níveis comparados aos 
animais controles (p<0.05 vs Sham). A razão parede/lúmen foi reduzida nos 
animais submetidos a ovariectomia (p<0.05 vs Sham), devido ao aumento de 
ambos os parâmetros. Foi observado um aumento nesse parâmetro, apenas no 
grupo que recebeu a terapia combinada, quando comparadas aos animais do 
grupo OVX (p<0.05). 
  
  
Figura 9. Cortes transversais das artérias coronárias em HE. 
Figura 9. Imagens representativas dos cortes transversais das artérias coronárias 
(A) Sham, (B) OVX, (C) tratadas com E2 e (D) tratado com E2+ DRSP. Coloração 






Figura 10. Avaliação morfométrica em artérias coronárias 
Figura 10. Avaliação morfométrica em artérias coronárias de ratas 
ovariectomizadas e tratadas com as terapias de reposição hormonal. Dados foram 
expressos como média ± EPM. * p<0.05 vs Controle; # p<0.05 vs OVX. 
 
4.6   Estresse Oxidativo Vascular (Fluorescência ao Dihidroetídio)  
 
Para a avaliação dos efeitos dos tratamentos sobre o estresse oxidativo vascular 
“in situ”, fizemos a detecção da produção de ânion superóxido pela fluorescência 
ao dihidroetídio (DHE). Os resultados demonstram um aumento na produção de 
ânion superóxido nas artérias coronárias dos animais ovariectomizados (p<0.05), 
comparadas ao grupo controle, o que contribui para o estresse oxidativo vascular, 
podendo assim, reduzir a biodisponibilidade de óxido nítrico. Esse fenômeno pode 
contribuir diretamente a resposta prejudicada na vasodilatação dependente do 
endotélio mediada pela bradicinina. As terapias hormonais somente com E2 ou 
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combinada com drospirenona reduziram a formação vascular de ânion superóxido 
(p<0.05) a um nível similar ao observado nos animais do grupo controle.  
 
 
Figura 11. Avaliação do estresse oxidativo vascular “in situ” pela fluorescência ao dihidroetídio (DHE).  
Figura 11. Avaliação do estresse oxidativo vascular “in situ” pela fluorescência ao 
dihidroetídio (DHE). Dados foram expressos como média ± EPM. * p<0.05 vs 




Os principais achados desse estudo, os quais foram sumarizados na figura 12 são: 
1- A terapia estrogênica, assim como, a terapia combinada com E2 e DRSP 
previnem a disfunção endotelial causada pela deficiência estrogênica em ratas 
hipertensas; 2- A terapia combinada com E2 e DRSP demonstrou uma resposta 
melhorada da reatividade vascular dependente do endotélio, uma vez que foi 
significativamente maior nas três maiores concentrações quando comparadas ao 
grupo OVX e; 3- A DRSP, não  prejudicou as ações benéficas do estrogênio 
relacionadas à prevenção do remodelamento e do estresse oxidativo; 4 - Reduziu a 
pressão arterial sistólica no grupo E2+DRSP. Esses achados mostram uma ação 
diferenciada de outras progestinas sintéticas utilizadas nas triagens clínicas de 
grande impacto.  
 
Figura 12. Diagrama dos principais efeitos da terapia hormonal com E2 e E2/DRSP 
Figura 12: Diagrama dos principais efeitos da terapia hormonal com 17β-estradiol e sua 
associação a drospirenona no modelo de hipertensão e experimental. 
 
A cessação da função ovariana e a consequente redução dos níveis dos 
hormônios sexuais após a menopausa exercem um importante impacto metabólico 
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e implicações fisiopatológicas que influenciam negativamente o sistema 
cardiovascular. Com o envelhecimento há também um aumento na incidência de 
hipertensão que é maior em mulheres após a menopausa quando comparadas a 
mulheres no período pré-menopausa (STAESSEN et al., 1989). Está claramente 
demonstrado, em modelos animais, que a redução nas concentrações plasmáticas 
do E2 induzido pela OVX pode ocasionar o aumento da pressão arterial em ratas 
normotensas (Hernandez et al., 2000), e também agravar o quadro hipertensivo de 
animais hipertensas (BORGO et al., 2011; MORAES et al., 2011), assim como foi 
demonstrado nesse estudo, sugerindo um importante papel desse hormônio 
ovariano sobre a regulação da PA. Considerando que a hipertensão é um dos 
fatores de risco independentes mais importantes e para o surgimento de doença 
arterial coronariana e para o acidente vascular encefálico, as mulheres que estão 
no período pós-menopausa estão, provavelmente, mais propensas ao 
desenvolvimento desse agravo, principalmente quando já apresentam uma doença 
de base como a hipertensão. Portanto, o estudo de terapias hormonais que 
possam contribuir para o controle da hipertensão são relevantes, especialmente 
quando consideraram-se as peculiaridades do período pós-menopausal. 
No presente estudo, verificamos que as ratas que foram submetidas a cirurgia de 
OVX apresentaram elevação significativa da PAS quando comparadas aos animais 
do grupo controle. Já no grupo tratado com E2+DRSP esse aumento não foi 
observado, sugerindo um efeito preventivo da drospirenona sobre a exacerbação 
PAS (tabela 1).  
Em outro modelo de hipertensão, Arias-Loza e colaboradores em 2006, 
demonstraram que em ratas OVX tratadas com aldosterona e sobrecarga salina, a 
terapia com E2+DRSP em diferentes concentrações, assim como a terapia 
estrogênica preveniu o aumento exacerbado da PA. No entanto, outra progestina 
sintética, o acetato de medroxiprogesterona (MPA), aboliu praticamente todos os 
efeitos benéficos da terapia estrogênica. 
Em humanos, um estudo clínico que avaliou os efeitos anti-hipertensivos da 
drospirenona em mulheres com hipertensão estágio 1 e 2 no período pós-
menopausa, demonstrou que a adição da DRSP em concentrações de 2 e 3 mg 
conjugados ao estradiol, reduziu significativamente a pressão arterial, sem 
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alterações na concentração sérica de potássio, e aumento na concentração sérica 
de aldosterona (WHITE et al., 2006). Resultados similares foram encontrados em 
outro estudo que avaliou os efeitos do uso prolongado da drospirenona (13 meses) 
em concentrações que variaram entre 0,5 e 3 mg, tendo demonstrado redução 
significativa na PAS em todas as concentrações avaliadas, enquanto que a PAD 
reduziu somente nas concentrações de 2 e 3 mg. Além disso, foram demonstrados 
outros benefícios adicionais com o uso combinado com a DRSP, como a proteção 
contra a hiperplasia endometrial, melhora do perfil lipídico e da densidade mineral 
óssea (Archer, 2005).  
Por outro lado, quando avaliou-se a terapia conjugada utilizada como método 
contraceptivo em mulheres jovens e normotensas, não foram verificadas alterações 
agudas nos valores de PAS ambulatorial de 24 horas (Cagnacci et al., 2013) e 
após 6 meses de uso contínuo, bem como nenhuma alteração dos parâmetros 
autonômicos, como a variabilidade da frequência cardíaca (Nisenbaum et al., 
2014). Portanto, a terapia combinada com E2+DRSP, parece ter uma grande 
importância nas mulheres pós-menopausadas em relação aos efeitos 
cardiovasculares, no sentido de prevenir o surgimento da hipertensão associada a 
queda do E2, e em mulheres jovens, que a utiliza como método contraceptivo, não 
estão descritos impactos sobre a PA, apesar da prevenção da retenção 
hidrossalina. 
O mecanismo que parece governar o efeito da drospirenona sobre a pressão 
arterial na hipertensão é seu efeito antialdosterona, caracterizado pela sua inibição 
ao receptor de mineralocorticóide. Esse fato tem importância fundamental sobre a 
regulação da PA, porque, além de inibir a retenção de sódio pelos rins, foi 
recentemente descrito que esses receptores podem regular a resistência vascular 
diretamente em células do músculo liso vascular (VSMC) (McCurley et al., 2012). 
No referido estudo, verificou-se que em camundongos com deleção especifica para 
os MR em VSMC a pressão sistólica foi significativamente menor em comparação 
com os animais selvagens (controle), tal redução se manteve a medida que os 
animais envelheceram, assim como, quando foram estimulados pela infusão de 
angiotensina II. Isso sugere, portanto, que os efeitos responsáveis pela redução da 
pressão arterial induzidos pela DRSP podem ocorrer mediante a inibição dos MR 
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diretamente nas VCMC, bem como, pela inibição da retenção hidrossalina pelos 
rins. 
Em nosso estudo de reatividade do leito coronariano de ratas SHR, a presença de 
estrogênio foi associada a um tônus miogênico mais elevado, o que pode ser 
expressado pela maior perfusão coronariana basal dos grupos que receberam 
terapia hormonal quando comparados ao grupo OVX (figura 5). Dados anteriores 
do nosso grupo de pesquisa já demonstraram um comportamento similar na PPC 
basal tanto de fêmeas normotensas (MOYSÉS et al., 2001 e SANTOS et al, 2004), 
quanto de espontaneamente hipertensas (SANTOS et al., 2010; BORGO et al., 
2011). Em outro estudo, no entanto foi observado que segmentos de artéria 
coronária de ratos Sprague-Dawley, mostraram um tônus miogênico mais elevado 
em artérias de machos e de fêmeas ovariectomizadas quando comparadas às 
fêmeas controles e fêmeas ovariectomizadas tratadas com estrogênio subcutâneo 
(WELLMAN et al,. 1996). Talvez a diferença observada entre nosso estudo, onde a 
presença de estrogênio foi associada a uma pressão de perfusão basal mais 
elevada nos grupos E2 e E2+DRSP, e os demais estudos, deva-se ao tipo de 
preparação experimental utilizada. Muitos estudos nos quais a ação do estrogênio 
foi associada a uma menor pressão de perfusão ou ainda a um efeito inibidor sobre 
o tônus do músculo liso vascular foram realizados em pequenas secções 
vasculares (Jiang et al., 1991), em anéis pré-contraídos (White et al., 1995 e White, 
2002) ou in vivo (Penny et al., 1981). Nosso estudo, por sua vez, foi realizado com 
o coração isolado e com o leito vascular íntegro, sob condições muito próximas à 
fisiológica, isto é, com fluxo constante e sem contração prévia. A preparação foi 
montada e era esperado que estabilização fosse atingida para em seguida registrar 
os valores basais PPC e proceder à administração dos agentes vasodilatadores.  
Além disso, em nossa análise histológica das artérias coronárias observamos que, 
apesar do aumento da parede vascular, o lúmen nos animais ovariectomizados 
sofreu um aumento (figura 10G e 10F). Segundo Folkow, o aumento na resistência 
vascular observado na hipertensão pode ser explicado pelas alterações na 
arquitetura da parede vascular não havendo necessidade de postular sobre 
mudanças no acoplamento excitação-contração (Folkow et al., 1956; 1958; 1978). 
Ele demonstrou que o aumento observado na resistência vascular mínima 
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(resistência ao fluxo sanguíneo após a vasodilatação máxima) ocorre pelo aumento 
da camada média que invade o lúmen reduzindo assim seu diâmetro e 
aumentando então a taxa parede/lúmem. Sendo assim, o aumento observado no 
lúmen do grupo OVX fez com que a razão parede/lúmen, nesse caso, ficasse 
reduzida. Isso pode também explicar, em parte, a redução na PPC basal desse 
grupo. No entanto, o mecanismo que norteia esse fenômeno observado em 
preparação de coração isolado, assim como, o estabelecimento desse efeito como 
benéfico ou maléfico em relação a proteção cardiovascular observado em animais 
com ovários intactos ainda não estão bem esclarecidos. 
Por outro lado, embora seja observado uma redução na PPC basal de ratas OVX, 
a resposta vasodilatadora dependente do endotélio a bradicinina foi extremante 
reduzida nesses animais, indicando claramente um prejuízo da função endotelial 
com a deficiência estrogênica em animais SHR (Figura 6A). Essa questão fica mais 
evidente quando se observa as imagens morfométricas, onde pode ser notado 
claramente a falta ou a menor camada endotelial vascular coronariana do grupo 
OVX (imagem aproximada no canto superior direito da figura 9B). Em estudo 
prévio do nosso laboratório, resultados similares foram encontrados em ratas 
normotensas após 8 semanas de OVX (CLAUDIO et al., 2013), indicando que a 
ausência do hormônio ovariano, independentemente dos valores pressóricos, é o 
principal fator que contribui para o desenvolvimento da disfunção endotelial. Cabe 
ressaltar que os animais SHR já exibem disfunção endotelial, a qual está 
estabelecida com aproximadamente 12 semanas de idade (RIZZONI et al., 1994). 
Portanto, nesse modelo de hipertensão, a deficiência de estrogênio parece 
potencializar a progressão do dano endotelial, levando a um prejuízo funcional. 
Observamos, também, que a redução dos níveis de E2 aumentou o estresse 
oxidativo vascular, como demonstrado pela avaliação da produção vascular 
coronariana de ânion superóxido pela fluorescência ao DHE. Esse aumento na 
produção de superóxido pode representar um fator de extrema importância na 
progressão da disfunção endotelial nos animais SHR.  
O estresse oxidativo, por sua vez, é definido como um desequilíbrio entre os 
sistemas pró e antioxidantes, de maneira que o primeiro predomine, gerando 
toxicidade celular pela formação excessiva de EROs (HALLIWELL, 2006). Estudos 
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prévios têm demonstrado que, de fato, a ovariectomia pode levar ao aumento no 
estresse oxidativo vascular (HERNANDEZ et al, 2000). Uma vez que o estradiol é 
reconhecidamente é um hormônio antioxidante, a redução de suas concentrações 
circulantes poderia ser responsável pelo aumento da atividade de vias geradoras 
de ânion superóxido (O2-), como a via do complexo multi enzimático do sistema da 
NADPH oxidase (FLORIAN et al., 2004), que aparece como uma das principais 
vias geradoras de EROS no sistema vascular, assim como, reduzir a expressão 
proteica de enzimas antioxidantes (STREHLOW et al., 2003). Dessa maneira, o 
aumento O2- observado nos OVX pode levar a redução da biodisponibilidade de 
óxido nítrico, uma vez que essa molécula reage com ânion superóxido a uma 
velocidade muito alta formando peroxinitrito, o qual é o principal responsável pelo 
desacoplamento da eNOS devido a oxidação do co-fator dessa enzima, a 
tetrahidrobiopterina (BH4) (LAURSEN et al., 2001). Além disso, o peroxinitrito pode 
reduzir o relaxamento vascular mediado pelo fator hiperpolarizante derivado do 
endotélio (EDHF), por inibir canais para potássio ativados por cálcio (BKca) (Liu et 
al., 2002). 
Por outro lado, a piora da função endotelial foi prevenida tanto pela terapia isolada 
com E2, quanto pelo tratamento combinado com E2 e DRSP. Ao contrário de 
outras progestinas sintéticas utilizadas em terapias hormonais pós-menopausa, 
como a MPA, que podem prejudicar ou antagonizar as ações benéficas do 
estradiol sobre a função vascular (WASSMANN et al., 2005; ARIAS-LOZA et al., 
2006; SIMONCINI et al., 2007).  
O grupo E2+DRSP demonstrou uma resposta vasodilatadora mais pronunciada 
quando comparado ao grupo OVX, uma vez que o relaxamento foi 
significativamente maior nas três maiores concentrações de bradicinina avaliadas, 
sugerindo que essa progestina, além de não prejudicar os efeitos do estradiol, 
tenha potencializado sua proteção vascular. Estudos realizados em humanos 
demonstram que a terapia combinada com DRSP, de fato, pode melhorar a função 
vascular dependente do endotélio em mulheres jovens (MEENDERING et al., 
2010; THOMPSON et al., 2011), assim como a reatividade vascular dependente e 
independente do endotélio em mulheres saudáveis no período pós-menopausa 
(VILLA et al., 2010). 
60 
Nesse sentido, como o relaxamento vascular avaliado no presente estudo é 
dependente do endotélio, avaliamos a expressão protéica da enzima eNOS para 
verificar se os efeitos das terapias estão associadas ao aumento dessa enzima. No 
entanto, não foram detectadas diferenças entre os grupos, sugerindo que, nesse 
modelo, a expressão vascular da enzima eNOS não seja influenciada pelo 
estradiol, e nem a terapia combinada com a DRSP. Esses achados parecem ser 
contraditórios a estudos prévios nos quais ficou demonstrado o aumento da 
liberação de NO induzida pelo estrogênio (JIANG et al., 1991; LANTIN-HERMOSO 
et al., 1997; CAULIN-GLASER et al., 1997) ou aumento da expressão da eNOS por 
um mecanismo dependente de ERα após tratamento com E2 em artérias cerebrais 
e em cultura de células endoteliais humanas (MCNEILL et al., 2002; SIMONCINI et 
al., 2007). Entretanto, nosso modelo é de tratamento a longo prazo, simulando a 
terapia em humanos, enquanto os resultados mencionados advêm de exposições 
agudas ou estudos in vitro, o que pode explicar os achados contrastantes.  
Além disso, nem todos os estudos têm relatado aumento na expressão dessa 
enzima com o tratamento com E2 após a OVX. Outros trabalhos já demonstraram 
que o estrogênio não aumentou a expressão da eNOS em ratos ou culturas de 
células endoteliais (ARNAL et al., 1996; ETHAGE et al., 1997; BARBACANNE et 
al., 1999; WASSMANN et al., 2001), somando-se a esses, estão dados do nosso  
grupo de pesquisa, que também demonstrou não haver  influência direta do E2 
sobre a expressão da eNOS em artérias coronárias de animais ovariectomizados 
(CLAUDIO et al., 2013). Ademais, outro estudo demonstrou, inclusive, uma 
redução da expressão dessa enzima na artéria aorta (FLORIAN et al., 2004). 
Portanto, a expressão vascular da eNOS em função da ovariectomia e do 
tratamento com E2 podem depender de vários fatores, como o tipo de vaso ou leito 
vascular avaliado, tipo de estrógeno utilizado para a terapia hormonal e também do 
tempo de exposição ao E2 exógeno, necessitando assim, de estudos adicionais. 
Por outro lado, a expressão do ERα diminuiu com a OVX, sendo preservada em 
ambos os grupos tratados. Esse resultado pode explicar, em parte, a melhora da 
reatividade vascular com os tratamentos devido a conhecida ativação da eNOS, 
mediada pela ligação do E2 a esse receptor, aumentando assim a liberação de 
NO, como já relatado previamente (CHEN et al., 1999). Isso sugere que, apesar de 
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não haver maior expressão de eNOS, a biodisponibilidade do NO pode estar 
aumentada com a terapia hormonal.  Outro fator importante é a redução do 
estresse oxidativo vascular com os tratamentos, uma vez que o aumento das 
espécies reativas de oxigênio podem reduzir a biodisponibilidade de NO, como 
mencionado acima. 
Observamos ainda que a resposta de relaxamento do leito coronariano ao 17β-
estradiol administrado agudamente foi significantemente prejudicada no grupo 
OVX, sendo preservada nos grupos tratados. A ação do 17β-estradiol em 
promover vasodilatação de segmentos arteriais, está amplamente descrita na 
literatura, seja por administração crônica, aguda ou mesmo a infusão do hormônio 
em preparações de anéis isolados e em leitos vasculares (MAGNESS e 
RONSENFELD, 1989; WELLMAN et al., 1996; DARKOW et al., 1997, SANTOS et 
al., 2004, GUO et al., 2005 e GUO et al., 2006; SANTOS et al., 2010).  
A vasodilatação observada no presente estudo ocorreu de maneira imediata após 
a administração do hormônio, o que sugere uma ativação do tipo não-genômica. 
Como houve redução na vasodilatação induzida pelo 17β-estradiol no grupo OVX 
em relação ao controle, a ação aguda do estrogênio parece depender de seus 
níveis endógenos, que estariam regulando a expressão dos REα (NIRMALA e 
THAMPAN, 1995). Dessa forma o aumento da expressão dos ERα nos grupos que 
receberam tanto E2 quanto E2+DRSP pode explicar a preservação da resposta 
vasodilatadora ao E2 nesses grupos. Portanto a drospirenona se mostra, mais uma 
vez, como uma terapia que mantém as ações benéficas do estrogênio sobre a 
circulação coronariana. 
Assim como os resultados da expressão das proteínas, a histomorfometria e a 
redução do estresse oxidativo parecem estar mais diretamente relacionados aos 
efeitos mediados pelo estradiol do que pela própria drospirenona na terapia 
combinada, uma vez que não foram identificadas diferenças entre os grupos E2 e 
E2+DRSP, demonstrando assim, um efeito neutro da DRSP sobre remodelamento 
vascular. Entretanto, esses resultados por si são considerados de enorme 
importância, uma vez que outras progestinas sintéticas reduzem a expressão 
endotelial gênica e protéica da eNOS associado a redução na produção de NO 
(Zerr-Fouineau et al., 2007 e 2009), fenômeno que possivelmente culmina com a 
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piora da função vascular. Corroborando com essa teoria, Arias-Loza e 
colaboradores, em 2006, demonstraram que anéis de aorta expostos a MPA 
apresentaram aumento na contração vascular à fenilefrina, assim como, a redução 
do relaxamento vascular tanto dependente quanto independente do endotélio.  
Além disso, outros mecanismos podem estar envolvidos com a melhora da 
vasodilatação dependente do endotélio observada no grupo de animais tratados 
com a terapia combinada. A DRSP pode estar agindo de forma semelhante a 
progesterona, ou seja, assim como o E2, a progesterona pode diretamente 
aumentar rapidamente a atividade da enzima eNOS mediante a ativação do 
receptor de progesterona, com consequente sinalização das vias da MAPK e PI3K, 
como relatado previamente em cultura de células endoteliais por Simoncini e 
colaboradores (2007). 
Sugerimos ainda que a inibição dos MR pela DRSP poderia ter aumentado as 
concentrações plasmáticas de aldosterona, como já relatado em estudos anteriores 
(OELKERS et al., 1991; WHITE et al., 2006). A aldosterona possui efeitos 
vasculares diretos (FELDMAN e GROS., 2011), como redução da vasoconstrição 
induzida pela fenilefrina, efeito esse que se mostrou mediado pelo receptor de 
estrogênio acoplado a proteína G (GPER) (GROS et al., 2013). 
Assim, considerando o efeito anti-mineralocorticóide da drospirenona, a arquitetura 
vascular e a avaliação do estresse oxidativo, acreditamos que esses possam ser 
os prováveis mecanismos relacionados à melhora da vasodilatação mediada pelo 
endotélio vascular ocorrido pelo tratamento com a terapia combinada com E2 e 
DRSP. Ademais, o estabelecimento da relação de causa e efeito desses fatores 
em animais hipertensos e ovariectomizados, especificamente sobre a reatividade 





A terapia combinada com E2+DRSP, além de apresentar efeitos benéficos sobre a 
redução da PA, melhorou a reatividade vascular dependente do endotélio no leito 
vascular coronariano, além disso, não afetou as ações do E2 sobre o 
remodelamento e estresse oxidativo coronariano em ratas SHR ovariectomizadas. 
Esses resultados são de uma grande importância, considerando que a DRSP 
conhecidamente, atua de uma maneira similar a progesterona no combate aos 
sintomas da pós-menopausa e protegendo contra a hiperplasia endometrial. 
Interessantemente, em nosso estudo, a DRSP não prejudicou as ações vasculares 
benéficas atribuídas ao estrogênio, como observado com outras progestinas 
utilizadas em grandes triagens clínicas. Assim, a associação de DRSP na terapia 
hormonal com E2 mostra-se como uma opção terapêutica importante, 
especialmente nos quadros de hipertensão pós-menopausal, em que parece atuar 
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